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CAPITULO VI
DETERMINACION DEL ANTAGONISMO DEL AISLAMIENTO T 95 DE
Trlchoderma harz;anum SOBRE Fusarium oxysporum f.sp. cucumerinum EN
PLANTAS DE PEPINO COHOMBRO.
INTRODUCCION
Fernando Borda' y Germán Arbeláez2
Una de las enfermedades de mayor importancia
económica en el cultivo de clavel en Colombia es la
ocasionada por el hongo Fusarium oxysporumf.sp.
dianthi. Las altas pérdidas directas que ocasiona el
patógeno una vez establecido en cultivos comercia-
les, la facilidad de propagación a través de esquejes
infectados, la fácil diseminación del patógeno a
través de diferentes formas, la alta persistencia del
patógeno en el suelo y el alto costo y regular eficien-
cia de las medidas de control utilizadas, dan a esta
enfermedad una gran importancia patológica y eco-
nómica (Arbeláez, 1987).
Para el control del marchitamiento vascular del
clavel, se realizan prácticas, tales como tratamiento
del suelo con vapor deagua, con diversos fumigantes
y con fungicidas sistémicos, pero el costo de dichas
prácticas puede variar actualmente entre $500.000
y $10.000.000, lo cual depende del tipo de trata-
miento (Baker, 1980; Arbeláez, 1989).
Las dificultades encontradas en el manejo de las
poblaciones de Fusarium oxysporum f.sp. dianthi
en el suelo por métodos convencionales, hacen que
el control biológico sea uno de los métodos más
promisorios para el control de la enfermedad; ade-
más el control biológico puede combinarse con
otros métodos de control y asl, se logra una mayor
eficiencia (Scher y Baker, 1980).
El control biológico, mediante el uso de algunos
hongos y bacterias antagonistas, ha sido una de las
estrategias de mayor potencial para el control de
enfermedades ocasionadas por patógenos del sue-
lo (Cook y Baker, 1983).
Varios investigadores han encontrado a diversas
especies de Trichoderma como antagonistas muy
eficientes de diversas especies de hongos
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fltopatógenos, tales como Fusarium oxysporum
(Dennis yWebster, 1971; MaroisyMitchell, 1981),
Rhizoctonia solani (Hadar et al, 1979; Chet y Baker,
1981;Chet et al, 1981), Sc/erotium rolfsi (Elad et al,
1981) y Sc/erotinia sc/erotiorum (Ghaffer, 1986;
Delgado y Arbeláez, 1990).
Algunas especies del género Trichoderma son muy
comunes en diversos suelos, principalmente en ~
suelo~ ácidos y ri~ en ~ateria orgáni~. Estas t::;'Z
especies son fáciles de aislar, de cultIVar y de...,:~,·,~
propagar en diversos sustratos y, además, lamayo-o: e':.
rla de las especies tienen un buen micoparasitismo,C') o!;
compiten eficientemente por espacio y nutrientes r::.:-.J (" 1
tienen un sistema de enzimas capaz de atacar uir-":...:; -+
buen número de fltopatógenos (Wells, 1986; Chet~, l ( )
1987). U.r
La especie Trichoderma harzianum ha sido, hastI':':":' U..J
el momento, el hongo antagonista más utilizado eQ_.J, .
el control de enfermedades de las plantas. Además;<!:," . ,~.'"
de dicha especie, se han obtenido nuevos bioti~=;.' i .
tolerantes a fungicidas y que tienen una maYqf~ -; -:' ")
habilidad antagonista que los aislamientos origina-. ::.;. !~,~"
les (Upadhyay y Rail, 1986; Wells. 1986). t.~:. ,,,""r-»,
Los costos del control biológico pueden resultar::_
menores y de mayor eficiencia, respecto al uso de .. -,
otras prácticas de control tradicionales, pues, au"-·· :'
que los antagonistas pueden actuar en forma má€¡:;¡·
lenta y en menor escala, su acción puede ser máP
estable y duradera que el control qulmico; en est';!·;;~
caso, el efecto es temporal y se requieren aplicacic;.¿~':
nes continuas para lograr una protección adecuada' •.1.._,_ ,
de las plantas. ::::.~~
El control biológico no presenta algunos de 1;5
efectos negativos en la planta y en el ambiente q
presenta el control qulmico, tales como su perdida
por resistencia de los hongos a los fungicidas,
principalmente a los fungicidas sistémicos, o por
revocatoria de registro, por los riesgos toxicológicos
de dichos productos, por contaminación de los
alimentos y del suelo y por su persistencia enel agua
(LumsdemyPapavizas, 1988; BakeryDunn, 1990;
Boland, 1990).
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Sin embargo, el control biológico tiene una serie de
restricciones, limitaciones y requerimientos que
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deben conocerse; los organismos de control son
mucho mas sensibles a las condiciones ambienta-
les que los productos químlcos, tienen algunas
limitaciones ecológicas, como su inactivación en el
suelo por competencia con otros organismos o por
efecto de sustancias qulmicas, como antibióticos o
pesticidas, yque, para su uso correcto, requieren de
muy buen conocimiento de su biologla, su ecologla
y su mecanismo de acción sobre los organismos
que controlan (LumsdemyPapavizas, 1988; BoIand,
1990).
La especie Fusarium oxysporum tiene un gran
número de formas especiales caracterizadas por
causar marchitamientos vasculares en diferentes
tipos de plantas, muchas de ellas de importancia
agrlcola, hortlcola y ornamental. Las características
de la enfermedad, la biologla del patógeno y los
métodos de control son bastante similares en los
diferentes tipos de plantas (MacHardy y Beckman,
1981; Armstrong y Armstrong, 1981). Por lo tanto,
el uso de un sistema que permita probar la eficacia
de un antagonista en el control de marchitamientos
vasculares ocasionados por Fusarium oxysporum
en determinado tipo de planta, puede ser aplicable
a la misma enfermedad en otras plantas.
Los objetivos de este trabajo fueron:
1. Determinar el antagonismo in vitro del aislamien-
to T 95 de Trichoderma harzianum sobre
Fusarium oxysporum.
2. Determinar, en plantas de pepino cohombro, la
eficacia del aislamiento T 95 de Trichoderma
harzianum en el control de Fusarium oxysporum
f.sp. cucumerinum.
3. Determinar, en plantas de pepino cohombro, el
efecto de diferentes densidades de in6culo del
aislamiento T 95 de Trichoderma harzianum al
interaccionar con diferentes densidades de
Fusarium oxysporum f.sp. cucumerinum en el
suelo.
4. Determinar, bajo condiciones controladas, la
potencialidad de establecer un sistema omodelo
que permita probar la eficiencia de organismos
antagonistas en el control de algunas enferme-
dades ocasionadas por algunas formas especia-
les de Fusarium oxysporum.
MATERIALES Y METODOS
Las pruebas se realizaron en los laboratorios de la
Facultad de Agronomra de la Universidad Nacional
de Colombia en Bogotá. Como organismo antago-
nista, se utilizó el aislamiento T 95 de Trichoderma
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harzianum, suministrado porel profesor Ralph Baker
de la Universidad Estatal de Colorado, Fort Collins,
Estados Unidos. Dicho aislamiento fué obtenido
originalmente de un suelo de la Sabana de Bogotá,
naturalmente supresivo a Rhizoctonia solani, y
mediante mutación qulmica se hizo tolerante hasta
1OOppmdel fungicida Benomil (Chety Baker 1981).
Este aislamiento se clasificó inicialmente como
Trichoderma hamatum, pero posteriormente se cla-
sificó como Trichoderma harzianum.
El aislamiento de Fusarium oxysporum f.sp.
cucumerinum se obtuvo de plantas de pepino co-
hombro afectadas por el marchitamiento vascular
en la región de Fusagasugá, Cundinamarca. Ade-
más se obtuvieron aislamientos de Fusarium
oxysporum f.sp. dianthi de plantas de clavel afecta-
das de varios cultivos de la Sabana de Bogotá.
El medio cultivo selectivo desarrollado por Elad et al
(1981) se utilizó para el aislamiento de Trichoderma
harzianum y para la determinación de la población
del hongo en el suelo; elmedio Extracto de levadura-
extracto de malta-agar se usó para la propagación
del antagonista.
El medio de cultivo Papa dextrosa agar (PDA) se
utilizó para los aislamientos del patógeno y para su
conservación. El medio de cultivo desarrollado por
Komada (1975) se utilizó para determinar la densi-
dad de población del Fusarium oxysporum en el
suelo y para realizar los aislamientos de tejidos
afectados en las pruebas de patogenicidad.
Las pruebas de antagonismo in vitro se realizaron
en cajas de Petri con elmedio agar agua acidificado;
sobre la superficie del medio, se colocó un disco de
papel celofán estéril y, en los extremos de la caja de
Petri, se situaron discos de agar de 5 mm de
diámetro, con el micelio del patógeno y del antago-
nista. Las cajas de Petri se incubaron a 28°C y,
cuando los microorganismos interactuaron y coloni-
zaron los discos de papel celofán, se retiraron para
su observación bajo el microscopio. Como patógeno
en estas pruebas, se utilizaron aislamientos de
Fusarium oxysporum f.sp. cucumerinum y Fusa-
rium oxysporum f.sp. dianthi.
Para las pruebas de eficiencia del antagonismo de
Trichoderma harzianum en el suelo, éste se
incrementó en un medio compuesto por salvado de
trigo, turba yagua, en proporción de 1:1:2. Noventa
gramos de este substrato se colocaron en erlenme-
yers de 1000 mI. y se esterilizaron en el autoclave a
121°C por una hora, durante 2 dlas consecutivos.
Después de la inoculación con el micelio del hongo,
los erlenmeyers se incubaron por 2 semanas a 28°C
y luego, el in6culo se dejó secar al aire y se almacenó
en recipientes plásticos cubiertos.
La preparación del inóculo de Fusarium oxysporum
f.sp. cucumerinum para aplicación al suelo, se
realizó en erlenmeyers de 1000 mi., donde se colo-
caron granos de avena enteros, previamente embe-
bidos en agua destilada por 2 horas; el exceso de
agua se decantó y el material se esterilizó a 121°C
por 1 hora, por 2 dias consecutivos; este substrato
se inoculó con micelio del hongo y se incubó a 28°C
durante 4semanas, hasta cuando el hongo colonizó.
completamente los granos; luego, se dejó secar al
aire, se trituró y se tamizó utilizando una malla de 1
mm.
La inoculación del patógeno y el antagonista se
realizó en un suelo de textura franco-limosa, pH 5,5
Y 24 % de materia orgánica. El suelo se dejó secar
al aire, se trituró y se tamizó en una malla de 4 mm
y luego, se esterilizó en el autoclave por una hora,
durante tres dias consecutivos y se almacenó en
recipientes plásticos cubiertos.
El suelo esterilizado se mezcló con el inóculo de
Fusarium oxysporum f.sp. cucumerinum en pro-
porciones de 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 Y 4,0 % por peso. La
adición de Trichoderma harzianum al suelo se
realizó a partir del inóculo preparado en proporcio-
nesdeO,16;0,3; 0,7y1 ,0% por peso. Lamezcla de
suelo con el patógeno y con el antagonista se
humedeció e incubó a27"C durante una semana en
materos plásticos.
La siembra se realizó utilizando 6 semillas de pepino
cohombro variedad" Straigh Eighl" pormatero; cuan-
do ocurrió la emergencia de las plántulas, se eliminó
la menos vigorosa y se dejaron 5 plántulas por
matero. Las plantas se mantuvieron enel laboratorio
a una temperatura entre 22 y 30°C, bajo luz
fluorescente continua (5.000 lux). El riego se realizó
diariamente con una solución nutritiva compuesta
por 115 g de KN03, 55 g de MgSO •.7Hp, 7 g de
~HP04' 0,5 g de Na2B4Ór10H20 y 0,15 g de
ZnS04; estas sales se disolvieron en 1 litro de agua
destilada. Para lograr un buen desarrollo de las
plantas y predisponerlas a la infección por el
patógeno, de la solución concentrada se hizo una
dilución en 100 litros de agua y se aplicó con el
riego.
Cuando las plántulas comenzaron a desarrollarse,
se hicieron observaciones diarias sobre la época de
aparición de los primeros sintomas de la enferme-
dad, sobre la evolución de los sintomas y sobre el
número de plantas enfermas. Además, utilizando
los medios selectivos para cada especie, se cuan-
tificaron las poblaciones de Fusarium oxysporum y
de Trichoderma harzianum en el suelo.
Para las pruebas mencionadas, se utilizaron los
siguientes tratamientos:
1. Suelo inoculado con Fusarium oxysporum f.sp.
cucumerinum en dosis de 0,5; 1,O;2,0; 3,0 Y4,0
% por peso.
2. Suelo inoculado con Trichoderma harzianum en
las dosis de 0,16; 0,3; 0,7; 1,0; 2,0 Y 3,0 % por
peso.
3. Suelo inoculado con Fusarium oxysporum f.sp.
cucumerinumen dosisdeO,5; 1,0;2,0;3,Oy4,0
% por peso y Trichoderma harzianum en las
dosis deO,16; 0,3; 0,7; 1,O;2,Oy 3,0 % por peso.
4. Suelo inoculado con Fusarium oxysporum f.sp.
cucumerinum en las dosis de 0,5; 1,0; 2,0 ,Y
3,0 % por peso Y Trichoderma harzianum en las
dosis de 2,0 % por peso mas 30 ppm del
fungicida Benomil.
5. Testigo en donde se usó suelo estéril sin ninguna
inoculación.
RESULTADOS
Pruebas de Antagonismo In vitro.
En las pruebas de antagonismo in vitro, se observó '
que, amedida que lahifa de Trichoderma harzianum
fué creciendo, formó ramificaciones Y se dirigió
hacia el micelio de Fusarium oxysporum; en un
término de 30 horas, al entrar en contacto los
micelios de los dos organismos, se entremezclaron
de una manera compatible. En algunos sectores de
la caja de Petri, al cabo de 3,5 dias, o después del
contacto entre los dos organismos, se observó una
esporulación escasa de ambos hongos Y no se
observó inhibición del crecimiento de las colonias.
Los resultados fueron idénticos para la interacción
entre el antagonista Trichoderma harzianum Y el
patógeno bien fuera Fusarium oxysporum f.sp.
cucumerinum o Fusarium oxysporum f.sp. dianthi.
Incidencia de la Enfermedad.
Según las dosis utilizadas, la inoculación del
patógeno Fusarium oxysporumf.sp. cucumetinum
al suelo, en todas las dosis empleadas, ocasionó
enfermedad en plantas de pepino cohombro en
distintas proporciones.
Las dosis de inóculo de 0,5 % del patógeno ocasio-
nóel 60 %demarchitamiento de las plantas, la dosis
de 1,0 % causó el marchitamiento del 90 % de las
plantas, mientras que las dosis de 3,0 Y 4,0 %
ocasionaron el marchitamiento de todas las plantas.
En las dos dosis más altas de inóculo del patógeno




dad se presentaron a los 13 dlas después de la
siembra y consistieron en el amarillamiento de una
de las hojas cotiledonares, seguido por el
marchitamiento de la planta y, finalmente,la muerte
hacia los 25 dlas.
En los tratamientos en donde se presentó la
interacción del antagonista en dosis de 0,16 % Y del
patógeno en dosis de 3,0 y 4,0 %, se observó, 25
dlas después de lasiembra, una disminución del15
y 10 % de plantas marchitas, respectivamente, en
comparación con los tratamientos en donde se
aplicó el patógeno a las mismas dosis, pero sin el
antagonista. Cuando la dosis del antagonista fué del
1,0 % Y la dosis del patógeno fué de 3,0 y 4,0 %, la
reducción de la enfermedad fué del 43 y 52 %,
respectivamente (Figura 6.1).Además de la disminu-
ción en el número de plantas enfermas, se observó,
por acción del antagonista, un retardo en la apari-
ción de los slntomas.
En los tratamientos con una dosis del 2,0 % de
Fusarium oxysporum y de 1,0 y 0,7 % de
Trichoderma harzianum, la reducción en el número
de plantas enfermas fué de 8y2 %, respectivamen-
te, en comparación con el testigo tratado única-
mente con el patógeno (Figura 6.1).
El menor porcentaje de plantas enfermas se obser-
vó cuando Trichoderma harzianum se aplicó en
dosis de 1,0 % en combinación con cualquiera de
las dosis del patógeno, presentándose entre el 47 y
57 %de plantas con marchitamiento vascular (Figu-
ra 6.1).
En los tratamientos en donde se realizó laaplicación
de Trichoderma harzianumcombinado con 30 ppm
del fungiclda Benomil, se observó un control de la
enfermedad semejante al logrado cuando se aplicó
solo el antagonista, excepto cuando la dosis del
patógeno fué del 3%, en donde el númerode plantas
enfermas fué aún mayor (Figura 6.2).
Población de Trlchodenna harzlanum en el
Suelo.
La población del antagonista, después de la
inoculación al suelo, aumentó, a los 27 dlas des-
pués de iniciado el experimento, aproximadamente
en un 70 %, en todos aquellos tratamientos en
donde el patógeno no estuvo presente.
La interacción entre los 2 organismos en el suelo, en
las dosis altas utilizadas, produjo un crecimiento
micelial abundante y una mayor producción de
esporas de Trichoderma harzianum, en compara-
ción con la observada cuando el antagonista se











Dosis de Fuaartum oxyaporum o","
Figura 6.1. Efecto de las diferentes dosis de Tticno-
derma harzlanum y Fusarlum oxysporum f.sp.
cucumerlnum sobre el marchitamiento vascular del
pepino cohombro, 27 dlas después de la inoculación al
suelo. Los tratamientos seguidos por la misma letra no
son significativamente diferentes de acuerdo Prueba de











Dosis de Fusartum oxyaporum %
Figura 6.2. Efecto de Trtchodenna harzlanum y el
fungicida Benomil sobre el marchitamiento vascular del
pepino cohombro, 20 dlas después de la inoculación al
suelo. Los tratamientos seguidos por la níisma letra no
son significativamente diferentes de acuerdo a la Prueba
de Rango Múltiple de Duncan (p. 0.05). Promedio de <4
replicaciones.
Población deFusarlum oxysporum en el Suelo.
El aumento de la población del patógeno en el suelo
en ausencia de Trichoderma harzianum fué del 90
%, con respecto a la densidad Inicial aplicada.
Cuandoelpat6genoseaplic6enladosisde4%,que
fué la dosis más alta empleada y el antagonista se
aplic6en las dosisdeO,16yO,3O %,Iapoblación del
patógeno aumentó apenas en un 40%.
Cuando el patógeno se aplicó al suelo en las dosis
de 3,0 y 4,0 % Yel antagonista se Inoculó en dosis
de 0,7 Y1,0 %,Ia población del patógeno disminuyó
hasta en un 55 %, con relación a la densidad inicial
aplicada al suelo; en estos casos, se presentaron
los menores porcentajes de la enfermedad.
Efecto de Trlchoderma harzlanum en el
Crecimiento de las Plantas.
Veinticinco dlas después de la siembra, se observó,
en los tratamientos en donde el suelo se inoculó con
Trichoderma harzianumen dosis de O,7y 1,0 %, un
incremento del 35 % en la altura de las plantas (8
cm), con relación a las plantas en donde nose aplicó
antagonista (5,2 cm).
Los tratamientos en donde el patógeno se inoculó al
suelo en las dosis bajas no presentaron diferencias
apreciables en la altura de las plantas, en compara-
ción con las plantas Testigo que no recibieron
ningún tipo de organismo. Por el contrario, cuando
se realizaron inoculaciones con las dosis altas del
patógeno, se obtuvieron plantas más pequeñas que
las plantas Testigo.
Los tratamientos en donde se aplicó el patógeno
en dosis de 3,0 y 4,0 % Y el antagonista en dosis
de 0,7 Y 1,O % se encontraron plantas ligeramente
más altas (6 cm), en comparación con las plantas
Testigo.
Establecimiento de un sistema para probar la
eficiencia de un organismo antagonista.
El resultado más importante de este trabajo fué
haber logrado establecer, en el laboratorio, un sis-
tema sencillo, para probar la eficiencia de diversos
organismos antagonistas en el control del
marchitamiento vascular del pepino cohombro oca-
sionado por Fusarium oxysporum f.sp. cucume-
rinum. Bajo las condiciones experimentales, se
obtuvo un periodo de incubación de la enfermedad
muy corto, de apenas 12 a 15 dlas y los experimen-
tos se terminaron con lamuerte de las plantas, entre
los 25 y 30 dlas.
DISCUSION
Las pruebas in vitro realizadas no fueron buenas
para determinar la eficiencia antagonista del aisla-
miento T 95 de Trichoderma harzianum sobre los
patógenos Fusarium oxysporumf.sp. cucumerinum
y Fusarium oxysporum f.sp. dianthi.
Las pruebas de antagonismo, en donde el patógeno
yel antagonista se aplicaron al suelo, fueron bastan-
te efectivas para demostrar la interacción entre los
dos organismos y la disminución de la enfermedad.
Este tipo de pruebas han sido muy eficientes para el
estudio del antagonismo de Pseudomonas pulida
sobre Fusarium oxysporum en plantas de pepino
cohombro, rábano y lino (Scher y Baker, 1980;
1982).
Todas las cinco dosis del patógeno utilizadas
ocasionaron la enfermedad, aunque en diferentes
proporciones, observándose una relación directa
entre las dosis del patógeno y la incidencia de la
enfermedad.
La dosis de 0,5 % de Fusarium oxysporum, equiva-
lente a 3,25 x 1Q4 unidades formadoras de colonias
por gramo de preparación seca y que ocasionó una
mortalidad del 60 % de las plantas enfermas, fué
bastante adecuada para medir el potencial antago-
nista del aislamiento T 95 de Trichoderma har-
zianum sobre el hongo Fusarium oxysporum f.sp.
cucumerinum. Esta densidad de inóculo, que causó
una mortalidad cercana al 50 % de las plantas, es
adecuada para este tipo de ensayos y evita el
enmascaramiento del potencial antagonista de un
aislamiento como lo recomiendan Ki"tierman et al
(1983).
El antagonista Trichoderma harzianum fué más
eficiente al interactuar con dosis altas del patógeno
que con dosis bajas, logrando reducir la enferme-
¡dad del 100 % al 40 %.
.> El aumento de la población de Trichoderma
harzianum al desarrollarse en forma conjunta con el
patógeno en el sueloy ladisminución de la población
del patógeno observada, demuestran la existencia
de una interacción entre los dos organismos, resul-
tado que favorece al antagonista. Ladisminución del
patógeno en el suelo se manifestó, además, con un
retardo en la expresión de los slntomas de la enfer-
medad y con una menor mortalidad de las plantas.
El estimulo en el crecimiento de las plantas de
pepino cohombro obtenido con la aplicación de
Trichoderma harzianum al suelo fué similar al en-
contrado por Chang et al (1986) en plantas de
pepino cohombro, pimentón, tomate, crisantemo y
petunia y por Elad et al (1980) en plantas de frijol.
La disminución del tamaño y desarrollo de las
plantas de pepino cohombro cuando se aplicaron
dosis altas del patógeno fueron similares a la dismi-
nución de tamaño de las plantas de clavel por efecto
de Fusarium oxysporum f.sp. dianthi, observada
por Arbeláez y Calderón (1992).
El establecimiento de un sistema para determinar la
capacidad antagonista de Trichoderma harzianum
en el control del marchitamiento vascular de pepino
cohombro, ocasionado por Fusarium oxysporum
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f.sp. cucumerinum, se considera el mayor aporte de
esta investigación. De una manera sencilla, con
materos pequet\os y en un laboratorio que, sin
mayor adaptación, mantiene una temperatura entre
22 y30·C bajo luz fluorescente continua, ofrece una
metodologla sencilla también para probar, en distin-
tas plantas, diversos hongos y bacterias antagonis-
tas enel control del marchitamiento vascular ocasio-
nado por diversas formas especiales de Fusarium
oxysporum. En ensayos preliminares, este sistema
funcionó, también, en plantas de tomate, lino y
rábano, pero fué mucho más eficiente en pepino
cohombro, razón por la cual se escogió esta planta
para el desarrollo de la investigación.
Esta metodologla, por la corta duración de los
experimentos, permite realizar varios ensayos en un
corto tiempo a muy bajo costo, sin tener que realizar
pruebas de campo que toman más tiempo yson más
costosas.
En este trabajo, se comprobó que los ensayos en
donde se utilizan plantas que se mantienen bajo
condiciones controladas son mucho más efectivos
y de mayor utilidad para el estudio de posibles
antagonistas de patógenos del suelo que las prue-
bas in vitro, como lo consideran Linderman et al
(1983).
Además, esta metodologla ha sido aplicable al
efecto de diferentes aislamientos de Trichoderma
en el control de enfermedades causadas por
Rhizoctonia solani y Pythium sp. (Ellas et al, 1989;
Galindo et al, 1990; Rincón et al, 1992).
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